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Resumen 

Scheffersomyces stipitis destaca por su capacidad de consumir xilosa y arabinosa, 

siendo importante en la producción de etanol a partir de biomasa lignocelulósica. 

Entre sus desventajas está el metabolismo, requiriendo bajos niveles de agitación 

para inducir fermentación. El paso crítico es la conversión de xilosa en xilitol por D-

xilosa reductasa, que emplea NADH como agente reductor. Dependiendo de la 

agitación, el xilitol puede transformarse en xilulosa mediante la D-xilitol 

deshidrogenasa, que emplea NAD+. Adicionalmente, la respiración alternativa 

(AOX) sensible al ácido salicilhidroxamico (SHAM) está activa en levaduras que 

metabolizan pentosas como S. stipitis. Por lo cual, el uso de inhibidores de la cadena 

respiratoria puede ayudar a entender el papel de los complejos de la CTE y de la 

AOX de S. stipitis. El objetivo fue evaluar la inhibición de la respiración sobre el 

crecimiento de S. stipitis NRRLY-7124. Las fuentes de carbono evaluadas fueron: 

glucosa (G), xilosa (X) y arabinosa (A) a 0.5, 0.05 y 0.005 M, agitación (250, 125 y 

0 rpm), con y sin antimicina A (AA) (100 μL/mL), así como la inhibición de la AOX y 

sus efectos en el metabolismo de xilosa empleando glucosa como control. Se evaluó 

el tiempo de duplicación (td) mediante cinéticas de crecimiento (DO), producción de 

biomasa (g/L), consumo de la fuente de carbono (%), tasas de acidificación 

extracelular (mpH/min), respiración mitocondrial in situ y producción de etanol (g/L). 

Se diferenció el metabolismo respiratorio y fermentativo al emplear xilosa o 

arabinosa. El flujo glucolítico estuvo activo debido a que la levadura consumió la 

glucosa o xilosa para producir ATP, alcanzando rendimientos de etanol entre 17 y 

33 g/L a partir de glucosa con AA y en experimentos con xilosa sin agitación se 

alcanzó una producción de 11 g/L. La combinación entre AA y SHAM incrementó la 

producción de etanol en tratamientos específicos, sugiriendo que la inhibición de la 

respiración afecta en diferentes formas a la levadura dependiendo de la fuente de 

carbono y la agitación. 

Palabras clave: Bioetanol, xilosa, Scheffersomyces stipitis, fermentación y 

arabinosa.  
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Abstract 

Scheffersomyces stipitis stands out for its ability to metabolize xylose and arabinose, 

being important in ethanol production from lignocellulosic biomass. The strain has 

some disadvantages like metabolism, because required specific agitation conditions 

to carry out fermentation process. From this, the critical step is the conversion of 

xylose into xylitol by D-xylose reductase, which uses NADH as a reducing agent. 

Depending on the agitation, xylitol can be transformed into xylulose through D-xylitol 

dehydrogenase, which uses NAD +. Additionally, the alternative respiration system 

sensitive to salicylic hydroxamic acid (SHAM) (AOX) is active in yeasts that 

metabolize pentose, including S. stipitis. Therefore, the use of respiratory chain 

inhibitors can help to understand the role of electronic transport chain (ETC) and 

AOX complex in S. stipitis. The main of the work was to evaluate the inhibition of 

respiration on the growth of S. stipitis NRRLY-7124. The carbon sources evaluated 

were: glucose (G), xylose (X) and arabinose (A) at 0.5, 0.05 and 0.005 M, agitation 

(250, 125 and 0 rpm), with and without antimycin A (AA) (100 μL/mL), as well as the 

inhibition of AOX and its effects on xylose metabolism using glucose as control. 

Doubling time (td) was evaluated by growth kinetics (OD), biomass production (g/L), 

carbon source consumption (%), extracellular acidification rates (mpH/min), 

mitochondrial respiration in situ and ethanol production (g/L). The respiratory and 

fermentative metabolism was discriminated depending on carbon source; xylose or 

arabinose. The glycolytic flux was active because the yeast consumed glucose or 

xylose to produce ATP, reaching ethanol yields between 17 and 33 g/L from glucose 

with AA. In experiments using xylose as carbon source without stirring it was 

produced 11 g/L of ethanol. The combination between AA and SHAM increased 

ethanol production in specific treatments, suggesting that the inhibition of respiration 

affects yeast in different ways depending on carbon source and agitation. 

Keywords: Bioethanol, xylose, Scheffersomyces stipitis, fermentation, arabinose.  
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1.0 Introducción 

La fermentación de fuentes de carbono provenientes de diferentes alimentos es una 

de las tecnologías más antiguas de la humanidad. Hasta nuestros días, las 

levaduras son microorganismos esenciales para muchos procesos biotecnológicos, 

tales como la producción de alimento, el vino, la cerveza, los medicamentos y los 

biocombustibles. Entre los microorganismos empleados en la fermentación, la 

levadura más empleada es S. cerevisiae, debido a su habilidad para convertir los 

azúcares en etanol y dióxido de carbono en condición aerobia y anaerobia. Esta 

levadura presenta algunas desventajas, entre ellas que es incapaz de producir 

etanol a partir de xilosa, principal azúcar derivado de la biomasa lignocelulósica. Por 

lo cual, se han buscado cepas que tengan la capacidad de fermentar pentosas. 

Scheffersomyces stipitis  es una levadura con la capacidad de fermentar pentosas 

que más ha destacado, siendo la levadura con la capacidad nativa más alta de 

fermentar pentosas y con rendimientos que superan los 0.35 g·g-1. Debido a esto, 

se ha estudiado en numerosos sustratos e hidrolizados agroindustriales y ha sido 

fuente de genes para la modificación y expresión del metabolismo de la xilosa en 

otras cepas. Una de las diferencias más importantes con respecto a Saccharomyces 

cerevisiae es que exhibe un metabolismo predominantemente respiratorio, por lo 

que la fermentación requiere de condiciones específicas y se da solo cuando el 

oxígeno se vuelve un factor limitante. Se han llevado a cabo numerosos estudios en 

S. stipitis, desde la secuenciación del genoma, el efecto de inhibidores presentes 

en los hidrolizados lignocelulósicos, transportadores de las pentosas, etc. Todo esto 

con el fin de incrementar los rendimientos de los metabolitos producto de la 

fermentación. Existen pocos estudios que se enfoquen en el estudio del papel de 

los complejos de la cadena respiratoria, por lo cual su comprensión puede ayudar a 

dilucidar estrategias que permitan incrementar los rendimientos de etanol y con ello 

aprovechar de una mejor manera los azúcares provenientes de la biomasa 

lignocelulósica. Dire
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1.1 Antecedentes 

1.1.1 Scheffersomyces stipitis 

Scheffersomyces stipitis, es una levadura hemiascomiceto haploide, homotálico 

(con capacidad de autofertilización) posee la capacidad nativa más alta para 

fermentar xilosa de todos los microorganismos conocidos. Tiene un tamaño de 3 a 

5 μm de diámetro,  su forma habitual es esférica o elipsoidal aunque puede haber 

desviaciones y formar pseudomicelio (Bellido et al., 2011). Pertenece a un grupo de 

levaduras aisladas de madera en descomposición y de larvas de insectos que 

habitan la madera (Agbogbo y Coward-Kelly, 2008). Crece en rangos de entre 25 y 

37 ºC y pH entre 5 y 6, siendo 30 ºC su temperatura óptima (Jeffries et al., 2007). 

Es capaz de producir en cultivos por lote, cerca de 50 g·L-1 de etanol a partir de 

xilosa, alcanzando rendimientos de 0.35 a 0.44 g · (g xilosa)-1 con rendimientos 

teóricos máximos del 80 % (Jeffries et al., 2007). Es capaz de fermentar gran 

cantidad de azúcares además de xilosa, incluyendo glucosa, manosa, galactosa y 

celobiosa junto con los oligómeros manano y xilano (Silva et al., 2012). Sumado a 

menores requerimientos nutricionales, tolerancia a los inhibidores y su delgada 

pared celular, hacen de S. stipitis un microorganismo con potencial para el 

escalamiento de la producción de bioetanol (Agbogbo y Coward-Kelly, 2008). Sin 

embargo, su baja tolerancia al etanol y a los azúcares, limita su uso a nivel industrial. 

Las características principales de una cepa de uso industrial son: eficiencia al 

emplear hexosas y pentosas, tasas de fermentación rápidas, alta producción de 

etanol y alta tolerancia al etanol, azúcares e inhibidores de la fermentación (Zhang 

y Geng, 2012). Saccharomyces cerevisiae es capaz de producir etanol cuando la 

concentración de azúcares es relativamente baja, incluso bajo condiciones 

aeróbicas, este fenómeno es conocido como el efecto Crabtree (Agbogbo y Coward-

Kelly, 2008). A diferencia de S. cerevisiae, S. stipitis es una levadura aerobia, ya 

que no produce etanol bajo condiciones aerobias, incluso con un exceso de 

azúcares (Fiaux et al., 2003).  
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Cuadro 1. Rendimiento de fermentación para diversos sustratos empleando S. 

stipitis. Tomado de Agbogbo y Coward-Kelly (2008). 

Sustrato 
Tipo de 

pretratamiento 

Tipo de 

reactor y 

tamaño 

Etanol 

(g·L-1) 

Rendimiento 

(g·g-1) 

Aireación/ 

Agitación 

Azúcares 

consumidos 

(%) 

Tiempo de 

fermentación 

(h) 

Aserrín 
de álamo 

SO2 
Matraz de 
250 mL 

41.0 0.47 125 rpm 95 96 

Aserrín 
de álamo 
(madera 

dura) 

H2SO4 diluido 
Bioreactor 

continuo 3.4 
L 

9.2 0.45 40 rpm 88 5 

Mazorca 
de maíz 

H2SO4 diluido 
Matraz de 
250 mL 

10.4 0.34 80 rpm 85 96 

Paja de 
maíz 

H2SO4 diluido 
Matraz de 
125 mL 

25.0 0.42 150 rpm 92 72 

Jarabe 
sulfitado 

de 
madera 
blanda 

Licor de 
molienda de 
pulpa y papel 

Bioreactor 
continuo 3.4 

L 
18.0 0.45 40 rpm 89 14 

Mezcla 
de álamo 

y pino 

Catálisis con 
SO2 

Bioreactor 
continuo 3.4 

L 
10.3 0.47 40 rpm 90 4 

Aserrín 
de pino 

H2SO4 diluido 
Bioreactor 

continuo 3.4 
L 

10.0 0.48 40 rpm 90 4 

Aserrín 
de roble 

rojo 

H2SO4 diluido 
(0.5 v·v-1) 

Matraz de 
250 mL 

14.5 0.4 
4.5 mmol 
O2 l

-1 h-1, 
150 rpm 

93.5 100 

Paja de 
arroz 

Explosión de 
vapor 

Fermentador 
de 3 L 

6.0 0.4 2vvm 100 20 

Bagazo 
de caña 

H2SO4 diluido 

Biorreactor 
Mutigen F-

2000 2L 
Matraz de 
250 mL 

15.0 0.38 

100 
mL/min 

 
300 rpm 

- 60 

Pasto 
varilla 

H2SO4 diluido 
Frascos de 

250 mL 
14.0 0.36 150 rpm - 36 

Paja de 
trigo 

H2SO4 diluido 
(0.5 v·v-1) 

Fermentador 
Microferm 5 

L 
22.3 0.43 0.02 vvm 85.8 50 

 

S. stipitis se ha empleado para fermentar diversos tipos de biomasa pretratada 

(Cuadro 1), logrado producir etanol en cantidades de 6 a 41 g·L-1 y rendimientos 

de 0.34 a 0.48 gramos de etanol por gramo de azúcar consumido.   

1.1.2 Biomasa lignocelulósica 

La biomasa lignocelulósica ha sido identificada como la primera fuente para producir 

fuentes de energía renovables tales como los biocombustibles (¡Error! No se e

ncuentra el origen de la referencia.), debido a su bajo costo, alta disponibilidad y 
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potencial para reducir los gases de efecto invernadero (Lynd et al., 2005; Hahn-

Hägerdal et al., 2006; Somerville, 2006; Tilman et al., 2009). Sin embargo, la 

conversión de los materiales lignocelulósicos a etanol es mucho más difícil que el 

uso de materiales ricos en azúcares o almidón (Cheng y Timilsina, 2011). Para 

superar las barreras que impiden la producción de bioetanol a partir de residuos, es 

necesaria mayor investigación en (1) Desarrollo de materias primas, (2) Tecnologías 

para el pretratamiento, (3) Reducción en el costo de las enzimas y (4) 

Cofermentación de glucosa y xilosa. Ha habido esfuerzos en crear microorganismos 

genéticamente modificados (levaduras y bacterias) que puedan convertir de manera 

eficiente la glucosa y xilosa a etanol, pero es necesaria más investigación en esta 

área (Cheng y Timilsina, 2011). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo para la conversión de la biomasa a etanol. Tomado de 

Hahn-Hägerdal et al. (2006) 

1.1.3 Fermentación de las pentosas 

El pretratamiento y la hidrólisis enzimática generan una mezcla de pentosas y 

hexosas, que pueden ser rápidamente fermentados a etanol por la mayoría de las 

levaduras, pero solo un pequeño número puede metabolizar pentosas (Kricka et al., 

2015). Las levaduras más prometedoras para metabolizar pentosas son 

Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae y Pachysolan tannophilus (Bhatia et al., 

2012). A pesar de su potencial, estas especies presentan inconvenientes como 
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bajos rendimientos de etanol, poca tolerancia a altas concentraciones del mismo y 

una limitada caracterización genética (Kricka et al., 2015). Se han llevado a cabo 

muchos esfuerzos en desarrollar una levadura con capacidades para fermentar 

xilosa de manera eficiente (Cuadro 2) (Zhang y Geng, 2012). Si bien, la ruta de la 

xilosa isomerasa ha mostrado ser la ideal para fermentar de manera eficiente la 

xilosa en S. cerevisiae, ya que puede superar a las cepas que llevan a cabo la vía 

oxidorreductasa en términos de rendimiento (Figura 2) (Lee et al., 2014), la 

incorporación de estas rutas no ha mostrado ser suficiente, ya que las cepas 

presentan bajos rendimientos de etanol y baja productividad (Young et al., 2010). 

La estrategia que se ha seguido ha sido la incorporación de genes requeridos para 

la síntesis de la xilosa isomerasa (XI) y la xilosa reductasa/xilosa deshidrogenasa 

(XR/XDH) en S. cerevisiae, provenientes de S. stipitis (Kricka et al., 2015). También 

se ha buscado desarrollar cepas que presenten una sobreexpresión del gen XKS 

(codificante de la xilulosa cinasa) así como genes rio abajo involucrados en la ruta 

de las pentosas fosfato (PPP) (Karhumaa et al., 2005).  El silenciamiento de los 

genes gre3 (Träff et al., 2001)o pho13 (Van Vleet et al., 2008) ha mostrado mejoras 

en la tasa de consumo de xilosa y una disminución en la formación de xilitol (Lee et 

al., 2014). Muchos factores afectan la producción de etanol en S. cerevisiae, cuando 

se expresa la vía XR/XDH, siendo el desbalance de cofactores uno de los 

principales.   
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Figura 2. Vías metabólicas de las pentosas en levaduras modificadas. A. Procesos 
de conversión de xilosa a xilulosa mediante xilosa isomerasa por una etapa. B  

Figura 2. Vías metabólicas de las pentosas en levaduras modificadas. A. Proceso 

de conversión de xilosa a xilulosa mediante xilosa isomerasa por una etapa. B. 

Proceso de conversión de xilulosa mediante reacciones vía oxidoreductasa. 

Tomado de Kricka et al. (2015). 
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Esto debido a que la XR tiene mayor afinidad por el NADPH que por el NADH 

(Km=3.2 μmol·L-1 para NADPH y Km=40 μmol·L-1 para NADH) además que el XDH 

solo emplea el NAD+ (Young et al., 2010). En levaduras, hay una disparidad entre 

la cantidad y accesibilidad del NADPH y el NADH para la ruta metabólica de la xilosa 

(Jeffries y Jin, 2004; Moreira dos Santos et al., 2004). Esta disparidad puede ser 

debido a una competencia por el NAD+ de parte de otras enzimas endógenas o por 

ineficiencia de las enzimas de la vía de la xilosa, resultando en alta producción de 

xilitol (Nevoigt, 2008). 

Cuadro 2. Últimos resultados sobre fermentación de hidrolizados usando diversos 

organismos recombinantes y nativos fermentadores de xilosa. Tomado de Hahn-

Hägerdal et al. (2006). 

 

 

Organismo Hidrolizado Detoxificación 
Tipo de 

fermentación 

Rendimiento (g/g 

azúcares 

iniciales 

Tiempo de 

fermentación 

(h) 

Productividad 
(g/ g celulas·h) 

Escherichia coli 
KO11 

Bagazo 
Hemicelulosa 

Fibra de 
maíz 

+ 
 

+ 

n/a 
 

Batch 
Batch 

Fed-batch 

0.49 
 

0.39-0.41 
0.30-0.38 
0.35-0.39 

n/a 
 

93-102 
29-68 
118 

0.37 
 

n/a 

E. coli FBR5 Rastrojo de 
maíz 

Cáscara de 
arroz 

Cáscara de 
arroz 

+ 
 
- 
 

+ 

n/a 
 

Batch 
 

Batch 

0.46 
 

0.43 
 

0.40 

n/a 
 

64 
 

39 

0.214 
 

n/a 
 

n/a 

Zymomonas 
mobilis 8b 

Rastrojo de 
maíz 

+ Batch 0.42 n/a n/a 

Pichia stipitis Paja de trigo + n/a 0.41 n/a 0.44 
Pichia stipitis 

CBS 5773 
Licor de 
sulfito 

pasado 

+ Continuo 0.35 - 0.05 

Saccharomyces 
cerevisiae 424A 

(LNF-ST) 

Fibra de 
maíz 

Rastrojo de 
maíz 

Rastrojo de 
maíz 

+ 
 

+ 
 
- 

Batch 
Batch 

 
Batch 

0.36 
0.41 

 
0.45 

48 
24 
 

55 

0.072 
0.044 

 
0.048 

S. cerevisiae 
TMB3006 

Picea - Batch 
alimentado 

0.37 n/a 0.66 

S. cerevisiae 
TMB3400 

Picea 
Rastrojo de 

maíz 

- 
- 

Batch 
alimentado 
SSF, Batch 
SSF, Batch 
alimentado 

0.43 
0.33 
0.30 

n/a 
96 
96 

0.25 
0.036 
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En la ruta de la xilosa isomerasa, la xilosa es transformada a xilulosa, cuya reacción 

es catalizada por la xilosa isomerasa codificada por el gen XI (Temer et al., 2014). 

Tiene la ventaja de evita el desbalance de cofactores, no se produce xilitol y el 

rendimiento de etanol es mucho mayor que por la ruta oxidoreductasa (Li et al., 

2015). Sin embargo, las cepas que expresan la xilosa isomerasa tienen bajos 

consumos de xilosa y una baja tasa de crecimiento en condiciones anaerobias 

debido a una insuficiente actividad del heterólogo xilosa isomerasa (Nogué y 

Karhumaa, 2014). Debido a que recientemente se ha trabajado en la vía xilosa 

isomerasa en cepas modificadas de S. cerevisiae, todavía es necesario el desarrollo 

e investigación de cepas con capacidades óptimas (Young et al., 2010) 

1.1.4 Papel del oxígeno en la fermentación con S. stipitis 

El oxígeno juega un papel muy importante dentro del crecimiento celular, potencial 

óxido reductor, funcionamiento de la mitocondria y generación de energía para el 

transporte de la xilosa en S. stipitis. En levaduras Crabtree positivas, como S. 

cerevisiae, concentraciones elevadas de glucosa inducen represión sobre el 

catabolismo del carbono, resultando en bajos niveles de transcripción de genes 

responsables de la respiración y el ciclo del ácido tricarboxílico. En contraste, S. 

stipitis siendo Crabtree negativa, exhibe un metabolismo netamente respiratorio 

incluso a altas concentraciones de glucosa (Fiaux et al., 2003). Por lo cual, la 

regulación de la fermentación depende de los niveles de oxígeno, ya que S. stipitis 

solo produce etanol cuando existe una condición limitante del mismo. Se 

identificaron los genes responsables de la producción del etanol en S. stipitis: ADH1 

y ADH2, que codifican el complejo alcohol deshidrogenasa (Papini et al., 2012). La 

actividad de este complejo es inducida por una reducción en la tensión de oxígeno. 

Este mismo patrón de inducción se reportó para genes del complejo piruvato 

descarboxilasa y aldehído deshidrogenasa. Debido a la diversidad de formas para 

medir directa o indirectamente, el oxígeno en las fermentaciones: revoluciones por 

minuto (rpm) en matraces agitados, volumen de aire/ [(volumen del 

fermentador)(min)] (vvm), Tasa de transferencia de oxígeno (OTR) y oxígeno 
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disuelto (DO) en fermentadores, se ha dificultado hacer comparaciones entre los 

datos de los diferentes sistemas (Agbogbo y Wenger, 2006).  

A pesar del gran número de estudios relacionados con el efecto del oxígeno sobre 

el metabolismo de S. stipitis, se sabe poco acerca de las bases fisiológicas de la 

inducción del metabolismo fermentativo de S. stipitis (Klinner et al., 2005). Es por 

esto que resulta importante conocer los niveles de oxígeno óptimos para alcanzar 

un proceso eficiente con alta conversión de azúcares y producción de etanol (Silva 

et al., 2012). 

1.1.5 Estudios de la inhibición de complejos de la cadena respiratoria 

S. stipitis es una levadura del tipo Crabtree negativo que es conocida por su 

capacidad de fermentar xilosa y su alto rendimiento de etanol a partir de esté azúcar 

(0.35 – 0.44 g/g) (Papini et al., 2012). Como se mencionó previamente, el 

rendimiento de etanol y el suministro de oxígeno están altamente correlacionados, 

independientemente de la fuente de carbono o su concentración (Unrean y Nguyen, 

2012). La cadena respiratoria de S. stipitis contiene, a diferencia de S. cerevisiae, 

complejo I NADH deshidrogenasa y adicionalmente, complejos de oxidación alterna, 

lo que le proveen de una alta capacidad oxidativa sobre el NADH (Shi et al., 2002). 

Por lo que se han adoptado estrategias recientes buscando explorar la manipulación 

de cofactores a través del uso de inhibidores de la cadera transportadora de 

electrones. Esta ingeniería de cofactores podría ser una buena alternativa para 

eficientar la producción de sustancias químicas de interés y biocombustibles (Wang 

et al., 2017). Existen pocos reportes donde se explore la manipulación de cofactores 

de S. stipitis mediante la inhibición de la cadena transportadora de electrones, esto 

pudiera ser una alternativa para promover la fermentación. Destaca lo reportado por  

Lighthelm et al. (1988) donde el crecimiento y producción de etanol de S. stipitis y 

Pachysolen tannophilus se incrementaron o inhibieron dependiendo del tipo de 

inhibidor respiratorio usado: rotenona, antimicina A, cianuro de potasio o azida de 

sodio, en tanto que usando S. cerevisiae no se tuvieron efectos significativos. Otra 

estrategia fue la de suprimir el gen responsable de la síntesis del complejo de 

oxidación alterno sensible al ácido salicilhidroxámico (SHAM) (PsSTOI). Shi et al., 
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(2002) emplearon esta mutante para obtener un 20% más de etanol a partir de la 

xilosa en comparación con la cepa parental. Recientemente, se encontró que la 

inhibición del complejo I de la cadena transportadora mediante rotenona en S. 

stipitis bajo suministro limitado de oxígeno incrementó en 18% en el rendimiento de 

etanol (Acevedo et al., 2017). 

1.1.5.1 Antimicina A 

La antimicina a (AA) pertenece a un grupo de metabolitos secundarios producidos 

por las bacterias del genero Streptomyces (Neft y Farley, 1972). El mecanismo de 

acción de la molécula se da mediante la inhibición de la transferencia de electrones 

del ubiquinol; o citocromo c oxidoreductasa (Complejo bc1) en la mayoría de los 

organismos fotosintéticos y respiratorios (Nicholls y Ferguson, 2013). Dada su alta 

especificidad y afinidad, la AA se ha usado ampliamente en el estudio de enzimas 

y sus funciones  (Kim et al., 1999). Wang et al. (2015) emplearon AA en un medio 

para inhibir la fosforilación oxidativa en Aspergillus niger  con el fin de evaluar la 

velocidad de germinación de las esporas, el crecimiento y la producción de ácido 

cítrico. Comercialmente, se ha usado ampliamente como mecanismo de control de 

peces y en acuicultura (Rieske, 1967). 

1.1.6 La oxidasa alterna en hongos 

La oxidasa alterna es un complejo que actúa de manera paralela al bc1 en la 

oxidación del ubiquinol y también cataliza la reducción de cuatro electrones del 

oxígeno molecular al agua (Joseph-Horne et al., 2001). Se cree que esta ruta alterna 

usualmente esta desacoplada de la síntesis de ATP permitiendo que los electrones 

se muevan rápidamente por esta ruta y la energía proveniente del NADH se libere 

como calor en lugar de conservarse en los enlaces de ATP (Wayne, 2010). El 

transporte de electrones a través de la oxidasa alterna puede ser explicado como 

un corto circuito, ya que se da solo cuando la fosa de ubiquinona esta como 

completamente reducida por lo que solo se activa a una alta concentración de 

piruvato lo cual es una señal de un exceso de metabolitos (Heldt y Piechulla, 2011). 
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Por otro lado, si bien se sabe que existen similitudes estructurales entre las oxidasas 

alternas de plantas y hongos, existen diferencias en relación  a regulación y función, 

ya que la actividad de la oxidasa alterna en hongos no se influenciada por la 

concentración de piruvato (Röhr y Stahl, 2003). Por lo cual, el conocimiento que se 

tiene acerca de la función de la oxidasa alterna en hongos y levaduras es poco y 

confuso. 

1.1.7 Papel de los complejos de oxidación alterna (COA) 

El cianuro (CN) es una sustancia que actúa como inhibidor de la respiración de 

muchos organismos, sin embargo, algunos organismos tales como hongos, 

bacterias, levaduras, plantas superiores y algunos protozoos son resistentes al CN 

y continúan respirando incluso en altas concentraciones del mismo (Ogura et al., 

1985). Estos organismos poseen una cadena transportadora de electrones 

ramificada que incluye complejos de oxidación alternativos (COA) adicionales a los 

encontrados en l cadena respiratoria de los animales (Joseph-Horne et al., 2001). 

Estos COA están ubicados en el sitio de entrada de Sitio I y el Sitio IV de la cadena 

respiratoria. En particular, S. stipitis cuenta con un COA que es sensible al ácido 

salicilhidroxamico (SHAM) sumado al complejo citocromo c oxidasa (Cox) 

(Vanlerberghe y McIntosh, 1997). Hay pocos estudios sobre su estructura y papel 

fisiológico en levaduras y hongos, pero se sabe que estructuralmente, la ruta donde 

participa el COA se ramifica desde el citocromo al nivel de la ubiquinona justo antes 

del citocromo b, donde son donados al COA, reduciendo el oxígeno a agua (Shi et 

al., 2002) (Figura 3).  
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Espacio intermembranal 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de los complejos mitocondriales y el transporte de electrones: 

Complejo I, NADH deshidrogenasa, Complejo II succinato deshidrogenasa, 

Complejo III, citocromo bc1, Complejo IV, citocromo oxidasa (COX), Complejos de 

oxidación alternos (COA), UQ ubiquinona, Ext. NADH deshidrogenasas externas, 

deshidrogenasas internas, SHAM, ácido salicilhidroxamico, TCA, ácido 

tricarboxílico. 

S. stipitis es una levadura del topo Crabtree-negativa y cuenta con el complejo 

citocromo c y el COA en su mitocondria (Shi et al., 2000), pero el rol fisiológico del 

COA en el metabolismo de la xilosa no ha sido dilucidado. En lo reportado por la 

literatura, Jeppsson et al. (1995) encontraron que el metabolismo respiratorio 

sensible a SHAM se activa en el metabolismo de la xilosa, mientras que Shi et al., 

(2002) encontraron que S. stipitis cuenta con una intrincada estructura entre los 

complejos I y II, lo cual refleja la complejidad del metabolismo respiratorio en las 

levaduras Crabtree-negativas y en los hongos. En experimentos recientes, se 

estudió el efecto de la inhibición de los COA empleando SHAM en combinación con 

KCN y azida de sodio para inhibir la citocromo oxidasa. En todos los casos hubo 

una disminución del 25 % (SHAM) al 50 % (KCN y azida de sodio) del rendimiento 

de etanol (Acevedo et al., 2017).  
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2.0 Justificación  

Las preocupaciones por el incremento de los gases de efecto invernadero, así como 

la incertidumbre que guardan los precios del petróleo han incentivado el desarrollo 

de fuentes alternativas de energía. La biomasa lignocelulósica, que comprende 

pastos, maderas, residuos agroindustriales y municipales, entre otros, ha adquirido 

gran relevancia frente a las fuentes convencionales para producir etanol. Entre los 

componentes de la biomasa proveniente de los residuos agroindustriales, la xilosa 

destaca por ser el segundo azúcar fermentable más abundante en los hidrolizados. 

Esto conlleva un reto importante en la fermentación de los azúcares producto de la 

hidrólisis de la biomasa, ya que la levadura más comúnmente empleada para la 

producción de etanol, Saccharomyces cerevisiae, no fermenta xilosa. Por lo cual, 

para desarrollar un proceso de conversión eficiente, es necesario contar con una 

levadura capaz de emplear glucosa y xilosa. Scheffersomyces stipitis, Candida 

shehatae y Pachysolen tannophilus son capaces de producir etanol a partir de 

xilosa. S. stipitis presenta rendimientos prometedores (~50 g·L-1) y posee la 

capacidad para fermentar glucosa, manosa, galactosa, celobiosa y los oligomeros 

xilano y manano. Estas características, junto con menores requerimientos 

nutricionales y gran resistencia a inhibidores convierten a S. stipitis en una levadura 

con mucho potencial para ser empleada a nivel industrial.  
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3.0 Hipótesis 

El empleo de inhibidores de la cadena transportadora de electrones en la 

mitocondria de S. stipitis NRRLY-7124 induce el crecimiento fermentativo al emplear 

azúcares característicos de los hidrolizados lignocelulósicos y puede ayudar a 

dilucidar el mecanismo por el cual se regula el metabolismo de éstos. 

4.0 Objetivo general 

Estudiar el metabolismo energético S. stipitis NRRLY-7124 usando como fuente de 

carbono glucosa, xilosa y arabinosa, azúcares comúnmente presentes en los 

hidrolizados lignocelulósicos de residuos agroindustrales. 

4.1 Objetivos específicos 

• Evaluar el efecto de la inhibición del complejo III sobre el crecimiento de S. stipitis 

en 3 fuentes de carbono distintas (glucosa, xilosa y arabinosa) con diferentes 

intensidades de agitación empleando Antimicina A. 

• Cuantificar los metabolitos producto de la fermentación con S. stipitis en 

condiciones sin inhibición y con inhibición de la respiración. 

• Evaluar el papel fisiológico del complejo de oxidación alterna en condiciones de 

inhibición del complejo III  de S. stipitis empleando glucosa o xilosa como fuentes 

de carbono bajo diferentes intensidades de agitación. 

• Cuantificar los metabolitos producto de la fermentación con S. stipitis en 

condiciones sin inhibición y con inhibición de la respiración. 
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5.0 Metodología 

5.1 Cinéticas de crecimiento 

Se empleó S. stipitis NRRLY-7124, propagada en placas de agar compuesto por 

(g·L-1): extracto de levadura, 10; peptona, 20; agar, 20 y glucosa, 20 a pH 5.0. El 

crecimiento de S. stipitis se evaluó en un medio con (g·L-1): extracto de levadura, 

10; y peptona, 20; a pH 5.0. Se probaron tres fuentes de carbono: glucosa, xilosa y 

arabinosa. Se evaluaron tres concentraciones (0.5, 0.05 y 0.005 M) y tres regímenes 

de agitación (250 rpm, 150 rpm y sin agitación), incubando a 30 ºC por 48 h en un 

lector Bioscreen C MBR midiendo la densidad óptica (DO) a 600 nm cada 30 min. 

Se empleó etanol (0.1 % y 1.0 %) como control respiratorio. Se estimaron las 

velocidades específicas de crecimiento () y tiempos de duplicación (td) para cada 

uno de los tratamientos empleando la siguiente formula: 

                        Xf  = Xoeµt                                   

Donde X0 es la población inicial de células, Xf  es la población final,  es la velocidad 

específica de crecimiento y t es el tiempo (h). Para el cálculo de los tiempos de 

duplicación, se empleó la siguiente ecuación: 

 dt =  Ln2/µ  (2) 

5.2 Cinéticas empleando un inhibidor de la respiración 

Se empleó antimicina A para inhibir el complejo III de la mitocondria de la S. stipitis 

(Nicholls and Ferguson, 2013). Estos ensayos se llevaron en placas de 99 pozos 

donde se emplearon 139 L de medio YP (variando la concentración y tipo de fuente 

de carbono, previamente mencionadas) y usando etanol como control de la 

respiración (0.1 y 1.0 % v/v). Los pozos se inocularon con 5 L de pre-inoculo de S. 

stipitis crecida en medio YPD por 12 h a 30 °C y 200 rpm de agitación, añadiendo 6 

L de Antimicina A (AA) 0.2 mM al tiempo 0. Se tomaron lecturas de la densidad 

óptica a 600 nm cada 30 minutos por 48 h probando los tres regímenes de agitación 

previamente mencionados. 
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5.3 Cuantificación de variables bioenergéticas  

A partir de los resultados observados en las cinéticas de crecimiento y el efecto de 

la inhibición de la respiración por la AA en S. stipitis, se midió la respiración 

mitocondrial in situ y la tasa de acidificación extracelular. Para seleccionar los 

tratamientos, se tomó como criterio para discriminar los tratamientos, la velocidad 

especifica de crecimiento de S. stipitis usando 1% de etanol como fuente de 

carbono, AA (0.2 mM) y 250 rpm ya que bajo esta condición se asumió que el etanol 

sería una fuente de carbono netamente respirable. 

5.3.1Cuantificación de la respiración mitocondrial in situ 

La respiración mitocondrial in situ se midió de acuerdo a lo reportado por (Madrigal-

Perez et al., 2016). El consumo de oxígeno se midió polarográficamente a 28 °C 

empleando un detector tipo Clark (YSI, modelo 5300, Yellow Spring, OH, USA). Los 

ensayos se llevaron a cabo empleando 125 mg de células cosechadas en la fase 

media del crecimiento exponencial (OD600~0.6). Las células fueron re suspendidas 

en 5 mL de amortiguador ácido 4-morfolinetanosulfoxido (MES-TEA, Sigma-

Aldrich), ajustado a pH 6 con trietanolamina (Sigma-Aldrich) en una cámara cerrada 

con agitación constante. Se midió la respiración basal mediante la adición de un 

sustrato oxidable, el cual en este caso fue glucosa o xilosa, ambos a una 

concentración final de 0.5 o 0.05 M, monitoreando el consumo de oxígeno por 3 

minutos. La máxima capacidad respiratoria se midió mediante la adición de 10 M 

del agente desacoplante cianuro 3- clorofenil hidrazona (CCCP).  El consumo de 

oxígeno no mitocondrial se diferenció cuando se añadió 10 M de AA al final de 

cada determinación. El consumo de oxígeno se expresó en nano átomos de 

oxígeno·min-1·mg celulas-1. 

5.3.2 Cuantificación del flujo glucolítico a través de la tasa de acidificación 

extracelular (ECAR) 

El ECAR se llevó a cabo de acuerdo a lo reportado por (Olivares-Marin et al., 2018) 

seleccionando los tratamientos donde la  fuera más alta que la línea base 

resultante en el tratamiento de S. stipitis crecida en etanol al 1 % v/v con AA y 250 
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rpm. Se comenzó con 50 mL de medio empleando glucosa o xilosa como fuente de 

carbono probando 0.5 o 0.05 M, suplementado con 10 g/L de extracto de levadura 

y 20 g/L de peptona, los cuales fueron inoculados con 1.8 mL de S. stipitis crecida 

por 12 h a 30 ºC y 200 rpm en medio YPD al 2%. Los tratamientos seleccionados 

para esta prueba fueron (Cuadro 3): 

Cuadro 3. Tratamientos para flujo glucolítico mediante ECAR. 

Fuente de carbono Concentración Agitación 

Glucosa 0.5 250 

Glucosa 0.5 125 

Glucosa 0.5 0 

Glucosa  0.05 250 

Glucosa 0.05 0 

Xilosa 0.5 250 

Xilosa 0.5 125 

Xilosa 0.05 250 

Xilosa 0.05 125 

 

Se tomaron muestras cuando se alcanzó la media de la fase exponencial probando 

dos condiciones, sin AA y con 0.4 mL de AA 0.2 mM. Después de colectar las 

células, se centrifugaron  a 5000 rpm por 5 min y se lavaron 3 veces con 5 mL de 

agua destilada. Posteriormente, las células fueron suspendidas en agua destilada 

estéril para alcanzar una DO de 0.18. Para llevar a cabo la medición, se emplearon 

25 mL de la suspensión de células (DO=0.18) y se midió el pH por 2 min hasta que 

la solución alcanzó el equilibro usando el titulador Titrando (Mod 902, Metrohm, 

Herisau, Suiza). Transcurridos los 2 min, se añadió 1.4 mL de glucosa 1 M y se 

midió el pH por 3 min. La pendiente del gráfico resultante del pH (miliunidades) vs 

tiempo (s) se empleó para calcular la tasa de acidificación extracelular, la cual se 

reportó como la disminución del pH en mili unidades por min por mg de células. 
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5.3.3 Crecimiento y fermentación en matraz 

Para llevar a cabo los experimentos en matraz se emplearon las condiciones 

experimentales previamente mencionadas en las cinéticas de crecimiento y los 

tratamientos mencionados en la medición de ECAR. Para el crecimiento y 

fermentación de S. stipitis en matraz sin AA, se emplearon 9.7 mL de medio 

inoculado con 0.3 mL de levadura activada (medio YPD al 2% a 30 ºC y 200 rpm 

por 12 h) en matraces de 50 mL y se incubó por 48 h a 30 ºC. Para los tratamientos 

con AA se emplearon 9.3 mL de medio, 0.4 mL de AA (0.2 mM) y 0.3 mL de inóculo 

y se creció a las mismas condiciones que los tratamientos sin AA. Para el caso de 

arabinosa, debido a que se observó una inhibición completa del crecimiento cuando 

se empleó AA, se descartó para esta prueba y solo se midió etanol sin el inhibidor. 

Se midió la biomasa gravimétricamente usando células previamente secadas a 60 

ºC por 24 h y azúcares consumidos por el método del ácido dinitrosalicílico (DNS) 

(Wood et al., 2012). Se midió etanol por cromatografía de líquidos empleando un 

HPLC Infinity (Agilent Tech, CA, USA) acoplado a un detector de índice de 

refracción, empleando una columna MetaCarb H plus (300x7.8 mm) (Agilent Tech) 

a 55 ºC. Se empleó ácido sulfúrico 0.05 M como fase móvil a un flujo de 0.35 mL/min 

y un tiempo de corrida de 35 min. La temperatura del horno fue de 75 ºC y la 

temperatura del detector fue de 55 ºC con una inyección de muestra de 20 L. El 

etanol y biomasa fueron reportados en g/L de medio. 

5.4 Cinéticas de crecimiento empleando AA y SHAM en fuentes de carbono 

no fermentables 

Para evaluar el papel que tiene el complejo de oxidación alterna en el crecimiento 

de S. stipitis, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento empleando un medio con 

(g·L-1): extracto de levadura, 10; y peptona, 20; con AA 0.2 mM a pH 5.0. Se 

probaron cuatro fuentes de carbono diferentes, etanol al 1 % (v/v), glicerol al 2 % 

(v/v), xilitol al 2 % (p/v) y glucosa al 0.5 M y 3 concentraciones de SHAM; 0.01, 0.1 

y 0.5 M en placas de 96 pozos a un volumen final de 150 L. Para este experimento 

solo se probaron dos condiciones de agitación, 250 rpm y 0 rpm, incubando a 30 °C 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



30 
 

por 48 h en un agitador orbital midiendo la DO a 600 nm a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 

24, 36 y 48 h. Posteriormente, se estimaron las  para cada tratamiento siguiendo 

las formulas previamente mencionadas. 

5.5 Cinéticas de crecimiento empleando AA y SHAM en fuentes de carbono 

fermentables 

Para evaluar el papel que tiene el complejo de oxidación alterna en el crecimiento 

de S. stipitis empleando fuentes de carbono fermentables, se llevaron a cabo 

cinéticas de crecimiento empleando un medio con (g·L-1): extracto de levadura, 10; 

y peptona, 20; con AA 0.2 mM a pH 5.0. Se probaron dos fuentes de carbono 

diferentes, glucosa (0.5 y 0.05 M) y xilosa (0.5 y 0.05 M) y glicerol al 2% (v/v) como 

control respiratorio. Al momento de la inoculación se añadió AA al 0.2 mM y SHAM 

0.1 M. Para este experimento solo se probaron dos condiciones de agitación, 250 

rpm y 0 rpm, incubando a 30 °C por 48 h en un agitador orbital midiendo la DO a 

600 nm a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 y 48 h. Posteriormente, se estimaron las  

para cada tratamiento siguiendo las formulas previamente mencionadas. 

5.6 Cuantificación de variables bioenergéticas empleando dos inhibidores 

De acuerdo a los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento y las  

obtenidas, se seleccionaron los siguientes tratamientos para llevar a cabo la 

cuantificación de las variables bioenergéticas (Cuadro 4): 
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Cuadro 4. Tratamientos seleccionados para medición de variables bioenergéticas. 

Tratamiento 

Fuente 

de 

carbono 

Concentración 

de la fuente de 

carbono 

(Moles) 

Agitación 

(rpm) 
Inhibidor empleado 

1 Glucosa 0.5 250 SHAM, AA 

2 Glucosa 0.05 250 SHAM, AA 

3 Glucosa 0.5 0 SHAM, AA 

4 Glucosa 0.05 0 SHAM, AA 

5 Xilosa 0.5 250 SHAM, AA 

6 Xilosa 0.05 250 SHAM, AA 

7 Xilosa 0.5 0 SHAM 

8 Xilosa 0.05 0 SHAM 

 

5.6.1 Cuantificación de la respiración mitocondrial in situ empleando SHAM y 

AA 

La respiración mitocondrial in situ se midió de acuerdo a lo reportado por (Madrigal-

Perez et al., 2016). Se siguió la metodología previamente descrita empleando AA y 

SHAM como inhibidores en los tratamientos descritos anteriormente. Los 

tratamientos fueron los mencionados en el Cuadro 3. 

 

5.6.2 Cuantificación del flujo glucolítico a través de ECAR empleando SHAM 

y AA 

La cuantificación de ECAR se llevó a cabo de acuerdo a lo reportado por (Olivares-

Marin et al., 2018) en los tratamientos mencionados en el Cuadro 4. 

5.6.3 Cuantificación del potencial de membrana in situ empleando SHAM y 

AA 

Un medidor importante de la fosforilación oxidativa es el potencial de membrana 

mitocondrial (Ramos-Gomez et al., 2017), por lo cual esta medición podría 
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proporcionar información valiosa para entender el efecto que tiene la inhibición de 

la CTE a través de la AA y el efecto que pudiera tener la inhibición del COA de S. 

stipitis. Por lo cual, se determinó el potencial de membrana siguiendo la metodología 

reportada por Ramos-Gomez et al. (2017). Para la determinación, se cultivaron 

células de S. stiptis siguiendo los tratamientos mencionados en el Cuadro 4 y se 

cosecharon las células en la fase media exponencial (mid-log) mediante 

centrifugación a 5000 x g por 5 min a 28 °C. Posteriormente, se suspendieronn en 

2 mL de solución amortiguadora de ácido cítrico – Na2HPO4 ajustando el pH a 7 

añadiendo 100 nM de DiSC3, 20 mM de glucosa y 200 M de CaCl2. Después, las 

células se transfirieron a una placa negra de 96 pozos a una densidad de3 x 106 

células/pozo. Se midió la señal de fluorescencia a una longitud de onda de 

excitación de 572 nm y a una emisión de 582 nm en un lector de microplaca 

(Varioskan flash, Thermo-Scientific). Se midió la señal de fondo por 50 s y 

posteriormente se añadió CCCP para alcanzar una concentración final de 10 M en 

cada pozo y se incubó en oscuridad a 28 °C por  30 min con agitación constante. 

5.6.4 Crecimiento y fermentación en matraz empleando SHAM y AA 

Para evaluar el efecto de la inhibición de la respiración y la inhibición de COA se 

llevaron a cabo crecimientos en matraz de los tratamientos mencionados en el 

Cuadro 4. Para ello se siguieron las condiciones mencionadas anteriormente, se 

emplearon 9.7 mL de medio inoculado con 0.3 mL de levadura activada (medio YPD 

al 2% a 30 ºC y 200 rpm por 12 h) en matraces de 50 mL y se incubaron por 48 h a 

30 ºC, estos tratamientos se denominaron controles. Para los tratamientos con 

SHAM y SHAM + AA se emplearon 9 mL de medio, 0.3 mL de SHAM (0.1 M), 0.4 

mL de AA (0.2 mM) y 0.3 mL de inóculo, empleando las mismas condiciones de 

crecimiento que en los controles. Se midieron los azúcares consumidos y la 

biomasa, etanol, glicerol y xilitol producidos siguiendo las metodologías previamente 

mencionadas. Dire
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5.8 Análisis estadístico 

Todos los resultados están representados como la media ± el error estándar de la 

media (SE). Se hicieron análisis de varianza (ANOVA) y comparaciones de medias 

por el método de Tukey para la velocidad específica de crecimiento, capacidad 

respiratoria basal y máxima, flujo glucolítico por ECAR y los rendimientos de 

biomasa y etanol. El análisis estadístico se efectuó usando el programa GraphPad 

Prism v.5 (GraphPad software, La Jolla, CA, USA). 
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6.0 Resultados y discusión 

La AA se empleó inicialmente para discriminar el uso de la cadena transportadora 

de electrones (CTE) en el metabolismo de la xilosa. Se empleó glucosa como control 

porque bajo una condición sin agitación se induce un metabolismo completamente 

respiratorio en S. stipitis, mientras que en agitación, se da un metabolismo 

respiratorio. Dado que el etanol es únicamente metabolizado mediante respiración 

mitocondrial, se empleó como control positivo del crecimiento respiratorio, por lo 

cual, se probaron 3 condiciones de agitación, 0, 125 y 250 rpm. Como se esperaba, 

en los tratamientos sin AA y a 250 rpm, S. stipitis fue capaz de crecer en etanol 

(Figura 4a), pero fue incapaz de crecer cuando el medio fue suplementado con AA 

(Figura 4b). Esto confirma que la AA es capaz de inhibir el crecimiento respiratorio 

en S. stipitis, por lo tanto, la  obtenida de este tratamiento (0.011 h-1) se empleó 

como referencia para discriminar el crecimiento a través del metabolismo 

respiratorio. En relación a la glucosa como fuente de carbono, S. stipitis creció en 

las 3 condiciones de agitación probadas sin AA, 250 rpm (Figura 4c), 125 rpm 

(Figura suplementaria 1S) y 0 rpm (Fig. s 2S). En los tratamientos donde se empleó 

AA, el crecimiento disminuyó en todas las condiciones de agitación (250 rpm, Figura 

4d, d, f, h, 125 rpm, Fig. Sup. 3S, 0 rpm, Fig. Sup. 4S), pero no se observó inhibición 

en el crecimiento. Es necesario destacar que S. stipitis mostró escaso crecimiento 

en los tratamientos en donde se añadió AA (Figura 4f) en comparación con los 

tratamientos sin AA (Figura 4e) a 250 rpm, observando el mismo patrón a 125 y 0 

rpm (Fig. sup. 5S y 6S) comparado con la condición con AA (Fig. sup. 7S y 8S). 

Estos datos sugieren que S. stipitis necesita una CTE funcional para crecer 

empleando xilosa, mientras que con arabinosa, la levadura fue incapaz de crecer 

cuando se inhibió la CTE (Figura 4h) comparado con los tratamientos sin AA (Figura 

4g) a 250 rpm. Cuando disminuía la agitación, el crecimiento de S. stipitis decayó 

significativamente (p <0.05), reduciéndose incluso en una condición de baja 

velocidad de agitación (Fig. sup. 9S y 10S).  
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Figura 4. Cinéticas de crecimiento de S. stipitis a 250 rpm a 30 °C por 48 h con 

etanol (a), etanol con AA (b), glucosa (c), glucosa con AA (d), xilosa (e), xilosa con 

AA (f), arabinosa (g) y arabinosa con AA (h). Los resultados representan la media ± 

SE de cinco replicas técnicas. 
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En una condición de inhibición de la CTE, el crecimiento fue totalmente inhibido (Fig. 

sup. 11S y 12S), por lo cual, estos datos sugieren que S. stipitis necesita una CTE 

completamente funcional para metabolizar la arabinosa. El efecto de la inhibición de 

la respiración en la velocidad especifica de crecimiento empleando glucosa como 

fuente de carbono se muestra en la Figura 5a. Se puede observar que en los 

tratamientos donde la CTE, las tasas de crecimiento fueron más bajas comparadas 

con los tratamientos donde no se empleó el inhibidor, especialmente a 0.005 M de 

glucosa, donde se inhibió totalmente el crecimiento. Adicionalmente, se observó que 

S. stipitis fue capaz de crecer en altas concentraciones de glucosa. Se ha reportado 

que en Kluyveromyces lactis, al añadir 5 M de AA, la velocidad especifica de 

crecimiento fue de 0.15 h (Merico et al., 2009), mucho más alta que los valores 

observados en este estudio, empleando 0.11 M de glucosa y una condición limitada 

de oxígeno. Por otro lado, la inhibición de la CTE de S. stipitis empleando xilosa 

como fuente de carbono, mostró tener un efecto significativo (p<0.05) sobre la 

velocidad especifica de crecimiento en todos los tratamientos (Figura 5a) con 

valores de  por debajo de 0.05 h-1. El análisis de arabinosa se hizo debido a que 

es el segundo azúcar de cinco carbonos mayoritario presente en los hidrolizados de 

la biomasa lignocelulósica (Subtil y Boles, 2011). En los tratamientos donde se 

empleó esta fuente de carbono, se observó una inhibición total en todas las 

condiciones probadas (Figura 7a). Por lo cual, los datos indican que la arabinosa es 

una fuente de carbono completamente respirable, confirmado por experimentos 

adicionales donde la levadura fue incapaz de crecer incluso sin la inhibición de la 

CTE en una condición de nula agitación. Esto indica que, adicional a requerir una 

CTE funcional, S. stipitis muestra una alta dependencia de oxígeno para metabolizar 

este azúcar (Figura 7b). 

6.1 Efecto de la inhibición de la respiración mediante AA en la respiración 

mitocondrial 

Para corroborar el empleo de la CTE en S. stipitis durante el metabolismo de la 

xilosa, se midió la respiración mitocondrial in situ de la levadura.  
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Figura 5. Efecto de la AA en el metabolismo energético de S. stipitis usando glucosa como fuente de 

carbono. a) Velocidad especifica de crecimiento () a 250, 125 y 0 rpm y 30 °C por 48 h con y sin 
AA; los resultados representan la media ± SE de cinco replicas técnicas. b) Comparación de 
respiración mitocondrial basal in situ en cultivos a 30 °C por 48 h. Los resultados representan la 
media ± SE de seis experimentos independientes. c) Comparación de respiración mitocondrial 
máxima in situ en cultivos a 30 °C por 48 h. Los resultados representan la media ± SE de seis 
experimentos independientes. d) Comparación del flujo glucolítico por ECAR de cultivos de S. stipitis 
a 30 °C por 48 h.  Los resultados representan la media ± SE de seis experimentos independientes. 
e) etanol y f) biomasa en cultivos en matraz agitado de S. stipitis a 30 °C por 48 h. Los resultados 
representan la media ± SE de tres experimentos independientes. 
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En base a los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento y velocidades 

específicas de crecimiento, se descartaron los tratamientos donde se empleaba 

xilosa 0.005 M y 0 rpm. Como era de esperarse, la AA inhibió por completo la 

respiración basal (Figura 6b) y la capacidad máxima respiratoria (Figura 6c) de la 

levadura al emplear xilosa como fuente de carbono en las dos concentraciones 

probadas. También se corroboró que a 125 y 250 rpm sin AA se da un alto consumo 

de oxigeno durante el metabolismo de la xilosa, especialmente a bajas 

concentraciones. Estos datos corroboran que durante el metabolismo de la xilosa, 

el funcionamiento de la CTE es esencial para el crecimiento de S. stipitis. 

Adicionalmente, se decidió investigar el papel de la CTE en el metabolismo de la 

glucosa considerando que con la adición de la AA en condiciones sin agitación, tiene 

un efecto negativo sobre el crecimiento. Curiosamente, sin agitación y en presencia 

del inhibidor, las células continúan consumiendo oxígeno en las mediciones de 

respiración basal (Figura 5b) y respiración máxima (Figura 5c). Estos resultados 

explican la importancia de la CTE en el metabolismo de la glucosa por parte de S. 

stipitis. 

 

6.2 Efecto de la inhibición de la CTE en flujo glucolítico de S. stipitis 

Como resultado de las cinéticas de crecimiento y el efecto de la inhibición, se 

seleccionaron seis tratamientos para glucosa y cuatro para xilosa ya que los valores 

de  de estos tratamientos estuvieron por encima del límite del metabolismo 

respiratorio previamente establecido (0.011 h-1). Como resultado de las mediciones, 

se observó que la inhibición de la respiración provocó una disminución del flujo 

glucolítico en glucosa (Figura 5d) y xilosa (Figura 6d). Sin embargo, S. stipitis es 

capaz de mantener el crecimiento en presencia de la glucosa o xilosa, lo cual puede 

ser explicado a través de la generación de ATP a nivel sustrato por la vía metabólica 

de la glucolisis, respaldada por los resultados observados en los ensayos de 

inhibición de la respiración mitocondrial y los ensayos de acidificación extracelular.  
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Figura 6. Efecto de la AA en el metabolismo energético de S. stipitis usando xilosa como fuente de 

carbono. a) Velocidad especifica de crecimiento () a 250, 125 y 0 rpm y 30 °C por 48 h con y sin 
AA; los resultados representan la media ± SE de cinco replicas técnicas. b) Comparación de 
respiración mitocondrial basal in situ en cultivos a 30 °C por 48 h. Los resultados representan la 
media ± SE de seis experimentos independientes. c) Comparación de respiración mitocondrial 
máxima in situ en cultivos a 30 °C por 48 h. Los resultados representan la media ± SE de seis 
experimentos independientes. d) Comparación del flujo glucolítico por ECAR de cultivos de S. stipitis 
a 30 °C por 48 h.  Los resultados representan la media ± SE de seis experimentos independientes. 
e) etanol y f) biomasa en cultivos en matraz agitado de S. stipitis a 30 °C por 48 h. Los resultados 
representan la media ± SE de tres experimentos independientes. 
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Además, se observó que el flujo glucolítico en todos los tratamientos fue mayor en 

bajas concentraciones de la fuente de carbono. Esto puede ser explicado debido al 

sistema de transportadores de baja afinidad de S. stipitis es expresado en altas 

concentraciones de azúcares, mientras que el sistema de transportadores de alta 

afinidad, se expresa en condiciones de baja concentraciones de fuente de carbono 

(Agbogbo y Coward-Kelly, 2008). Por lo tanto, un incremento de la expresión de los 

transportadores de alta afinidad podría contribuir a aumentar los rendimientos de 

etanol en altas concentraciones de glucosa, pero es necesario estudios posteriores 

para confirmar esto. Este patrón también se observó en los ensayos de acidificación 

extracelular incluso en condiciones donde la respiración mitocondrial fue inhibida. 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 7. Efecto de la AA en el metabolismo energético de S. stipitis usando arabinosa como fuente 

de carbono. a) Velocidad especifica de crecimiento () a 250, 125 y 0 rpm y 30 °C por 48 h con y sin 

AA; los resultados representan la media ± SE de cinco replicas técnicas. b) Rendimiento de biomasa 

en cultivos en matraz agitado de S. stipitis a 30 °C por 48 h. Los resultados representan la media ± 

SE de tres experimentos independientes. 

6.3 Crecimiento de S. stipitis en matraz 

Para evaluar el efecto de la inhibición de la CTE en la producción de etanol y 

biomasa empleando xilosa o glucosa como fuentes de carbono, se llevaron a cabo 

fermentaciones en matraces agitados. La inhibición de la CTE tuvo un efecto 

significativo (p<0.05) sobre la producción de etanol, incrementado su producción en 

tratamientos donde se empleó glucosa (Figura 5e). Bajo una concentración de 0.5 

a) b) 

0.
5 

M

0.
05

 M

0.
00

5 
M

0.
5 

M

0.
05

 M

0.
00

5 
M

0.
5 

M

0.
05

 M

0.
00

5 
M

0.
5 

M

0.
05

 M

0.
00

5 
M

0.
5 

M

0.
05

 M

0.
00

5 
M

0.
5 

M

0.
05

 M

0.
00

5 
M

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

125 rpm 0 rpm250 rpm

without AA with AA

*

 Arabinose concentration (M)

S
p

e
c

if
ic

 g
ro

w
th

 r
a

te
 (

h
-1

)

0.
5
0.

05

0.
00

5
0.

5
0.

05

0.
00

5
0.

5
0.

05

0.
00

5
0.

5
0.

05

0.
00

5
0.

5
0.

05

0.
00

5
0.

5
0.

05

0.
00

5

0

2

4

6

8

10

250 rpm

without AA with AA

Nm: Not measured

125 rpm 0 rpm

Nm

Arabinose concentration (M)

B
io

m
a
s
s
 (

g
/L

)

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



41 
 

M de glucosa, la inhibición de la respiración incrementó el etanol de 10 a 16 g/L, 

dependiendo de la intensidad de agitación, mientras que a 0.05 M de glucosa el 

incremento pasó de 2 a 5.7 g/L, pero solo en condiciones de agitación alta. Mientras 

que la producción de biomasa se vio afectada significativamente (p<0.05) por la 

inhibición de la CTE en rangos de 0.4 a 2.5 g/L, en comparación a los tratamientos 

sin AA (Figura 5f). El crecimiento disminuyó de manera similar en ambas 

concentraciones (0.5 y 0.05 M). Cuando se usaron concentraciones de 0.5 M de 

xilosa, a diferencia de la glucosa, la producción de etanol disminuyo en casi 8 g/L a 

125 rpm pero se incrementó a 11 g/L sin agitación (Figura 6e). Estos resultados son 

similares a lo reportado por (Acevedo et al., 2017), donde probaron diferentes 

inhibidores de la cadena respiratoria en S. stipitis empleando xilosa y condiciones 

limitadas de oxígeno. Donde observaron una disminución del rendimiento de etanol 

en rangos de 25 a 50 %, dependiendo del inhibidor empleado, en particular la 

inhibición del complejo I mediante rotenona se incrementó el rendimiento en 13%. 

Lee et al. (2000) reportaron que el empleo de rotenona en la fase exponencial 

incrementó la concentración de etanol en 10 %, mientras que para este trabajo, la 

producción de etanol se incrementó 4.4 veces más a 0.5 M de xilosa. Lighthelm et 

al. (1988) reportaron que la AA estimuló fuertemente la producción en P. tannophilus 

pero no en S. stipitis. En la producción de biomasa empleando xilosa, la inhibición 

de la CTE causó una disminución significativa en todos los tratamientos (p<0.05). 

Sin embargo, en los tratamientos sin agitación, se dio una producción de biomasa 

mínima (Figura 6f). El empleo de arabinosa se descartó debido  a que los valores 

de  estuvieron por debajo del límite de metabolismo respiratorio establecido en un 

principio en condiciones de inhibición (Figura 7). En los tratamientos donde se 

empleó arabinosa sin AA, se observó una alta dependencia entre la producción de 

biomasa, la agitación y concentración de la fuente de carbono (Figura 7b). A pesar 

de que la levadura fue capaz de crecer, no se detectó etanol en ninguno de los 

tratamientos. Por lo cual, la arabinosa se puede considerar como una fuente no 

fermentable por S. stipitis, en línea con lo reportado por Shi et al. (2000). 

Adicionalmente, los resultados confirman que S. stipitis requiere de una CTE 
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funcional para metabolizar la xilosa y la arabinosa, mientras que este efecto no fue 

observado en presencia de glucosa. Acevedo et al. (2017) menciona que la 

inhibición de la respiración se pudiera considerar como una estrategia 

complementaria al control de la aireación para incrementar los rendimientos de 

etanol de S. stipitis empleando xilosa. Por lo cual, es necesario comprender los 

mecanismos que ocurren cuando se emplean diferentes inhibidores de la CTE, 

aunado al control del oxígeno. Como producto de este objetivo, se publicó un 

artículo que se muestra como parte del material suplementario. 

6.4 Efecto del SHAM sobre el crecimiento de S. stipitis en fuentes no 

fermentables 
Se estudió el efecto del SHAM sobre 3 fuentes de carbono no fermentables a través 

de cinéticas de crecimiento. Debido a que se desconocía la concentración a la que 

pudiera tener un efecto, se probaron 3 concentraciones, 0.01, 0.1 y 0.5 M y se 

comparó con las curvas de crecimiento sin inhibidores añadidos o en presencia de 

AA, los resultados se muestran en la Figura 8. Se observa que en etanol (Figura 

8a), xilitol (Figura 8b) y glicerol (Figura 8d), se inhibió por completo el crecimiento 

en las tres concentraciones de SHAM probadas, a diferencia del tratamiento con 

glucosa 0.5 M, donde la condición con 0.5 M de SHAM y 0.2 mM de AA fue la única 

donde se inhibió el crecimiento, mientras que a 0.1 y 0.01 M de SHAM, S stipitis fue 

capaz de crecer. Por lo tanto, para futuros experimentos, se decidió trabajar con 0.1 

M de SHAM. 
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de S. stipitis a 250 rpm a 30 °C por 48 h probando un gradiente 

de concentración de SHAM al 0.01, 0.1 y 0.5 M y AA al 0.2 mM empleando a) etanol al 1% (v/v), b) 

xilitol al 2% (p/v), c) glucosa al 0.5 M y d) glicerol al 2% (p/v). Los resultados representan la media ± 

SE de cinco replicas técnicas. 

 

6.5 Efecto del SHAM y la AA sobre el crecimiento y fermentación de S. 

stipitis en xilosa o glucosa 

El SHAM se empleó para inhibir el complejo de oxidación alterna de S. stipitis en 

presencia de AA empleando xilosa como fuente de carbono y glucosa como fuente 

de carbono preferente a 250 rpm y sin agitación. 
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento de S. stipitis a 250 rpm a 30 °C por 48 h empleando 0.2 mM de 
AA como inhibidor del complejo III y SHAM 0.1 M como inhibidor del COA, empleando como fuente 
de carbono a) glicerol, b) glucosa 0.5 M, c) glucosa 0.05 M, d) xilosa 0.5 M y e) xilosa 0.05 M. Los 
resultados representan la media ± SE de cinco replicas técnicas. 

Para estos experimentos se empleó glicerol debido a que es un metabolito no 

fermentable. La Figura 9 muestra los resultados, se puede ver que en glicerol, se 

ve completamente inhibido el crecimiento en presencia de SHAM y AA, pero el 

crecimiento en el control y el tratamiento con SHAM no fue afectado (Figura 9a). A 

diferencia de los tratamientos con glucosa (Figura 9b y Figura 9c) y xilosa (Figura 

a) b) 

c) d) 

e) 
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9d y Figura 9e), donde en presencia de AA + SHAM se inhibió el crecimiento en las 

primeras 10 h, pero después la levadura alcanzó valores cercanos a los tratamientos 

sin inhibidores y con SHAM. Curiosamente, al igual que con el glicerol, el SHAM no 

afectó de manera significativa el crecimiento de S. stipitis en glucosa o xilosa. Este 

comportamiento puede ser explicado parcialmente por lo reportado por 

Vanlerberghe y McIntosh (1997), ya que la expresión del complejo de oxidación 

alterna es influenciado por estímulos de estrés tales como frio, estrés oxidativo, 

ataque de patógenos o por factores relacionados a una restricción en el flujo de 

electrones en la cadena respiratoria. En tanto que, para los experimentos donde no 

se empleó agitación, disminuyó el crecimiento en todos los tratamientos (Figura  10). 

En los tratamientos con glicerol (Figura  10a), las cinéticas fueron similares a la 

condición con agitación, presentando inhibición completa en presencia de SHAM y 

AA y un efecto nulo del SHAM. Pero se encontraron diferencias en los patrones de 

crecimiento entre glucosa y xilosa. Cuando se empleó glucosa (Figura  10b y Figura  

10c) las curvas de crecimiento fueron muy similares en los tres tratamientos en 

ambas concentraciones, mientras que con xilosa si se inhibió el crecimiento casi por 

completo en 0.5 M y AA + SHAM (Figura  10d y Figura  10e). En general, se puede 

afirmar que la adición de SHAM en el medio no tuvo un efecto significativo sobre el 

crecimiento de S. stipitis en glucosa o xilosa. A diferencia de los tratamientos donde 

se empleó AA y SHAM, donde se inhibió parcialmente el crecimiento. Estas 

diferencias se pueden observar de manera más clara mediante la comparación de 

los valores de , mostrados en las Figura 11a y Figura 12a. Cuando se probó 0.5 M 

de glucosa como fuente de carbono, el crecimiento de S. stipitis pasó de 0.183 a 

0.156 h-1 con SHAM, cayendo hasta 0.081 h-1 en presencia de SHAM + AA.  
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Figura  10. Cinéticas de crecimiento de S. stipitis sin agitación a 30 °C por 48 h empleando 0.2 mM 

de AA como inhibidor del complejo III y SHAM 0.1 M como inhibidor del COA, empleando como 

fuente de carbono a) glicerol, b) glucosa 0.5 M, c) glucosa 0.05 M, d) xilosa 0.5 M y e) xilosa 0.05 M. 

Los resultados representan la media ± SE de cinco replicas técnicas. 

Este patrón de caída se repitió en glucosa 0.05 M, pasando de 0.16 y 0.152 a 0.067 

h-1 en los tratamientos control, SHAM y SHAM + AA en agitación. Mientras que sin 

agitación, la disminución del crecimiento no es tan drástica entre tratamientos, ya 

que disminuye de manera similar en ambas concentraciones. 
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Figura 11. Efecto de la AA y el SHAM en el metabolismo energético de S. stipitis usando glucosa 

como fuente de carbono. a) Velocidad especifica de crecimiento () a 250 y 0 rpm y 30 °C por 48 h 

sin inhibidores, con SHAM y con AA y SHAM; los resultados representan la media ± SE de cinco 

replicas técnicas. b) glucosa consumida (%) y c) biomasa en cultivos en matraz agitado de S. stipitis 

a 30 °C por 48 h a 250 y 0 rpm y 30 °C por 48 h sin inhibidores, con SHAM y con AA y SHAM. Los 

resultados representan la media ± SE de tres experimentos independientes. 

 

Los valores de  obtenidos para xilosa 0.5 M se muestran en la Figura 12a, el 

crecimiento se ve afectado solo cuando se agrega SHAM y AA de manera conjunta 

a 250 rpm, pasando de 0.172 y 0.181 h-1para el control y para SHAM a 0.042 h-1 

con SHAM + AA. Cuando se usa xilosa 0.05 M, la disminución del crecimiento 

cuando se agrega SHAM + AA es mucho mayor, pasando de 0.132 y 0.14 h-1 a 

0.034 h-1   

a) b) 

c) 
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Figura 12. Efecto de la AA y el SHAM en el metabolismo energético de S. stipitis usando xilosa como 

fuente de carbono. a) Velocidad especifica de crecimiento () a 250 y 0 rpm y 30 °C por 48 h sin 

inhibidores, con SHAM y con AA y SHAM; los resultados representan la media ± SE de cinco replicas 

técnicas. b) glucosa consumida (%) y c) biomasa en cultivos en matraz agitado de S. stipitis a 30 °C 

por 48 h a 250 y 0 rpm y 30 °C por 48 h sin inhibidores, con SHAM y con AA y SHAM. Los resultados 

representan la media ± SE de tres experimentos independientes. 

En los tratamientos sin agitación, el crecimiento está por debajo de 0.05 h-1 en todos 

los tratamientos, y no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos 

sin inhibidores y cuando se añadió SHAM. Pero al agregar SHAM + AA, el 

crecimiento pasó a 0.02 h-1. 

a) 
b) 

c) 
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6.6 Crecimiento y fermentación en matraz usando SHAM y AA 

Para evaluar el efecto de la inhibición del complejo de oxidación alterna en la 

fermentación de S. stipitis en glucosa o xilosa, se llevaron a cabo experimentos en 

matraz. Cuando se probó la glucosa (Figura 11a) a 0.5 M no tuvo efecto la adición 

de SHAM, pero al combinarlo con AA, el consumo se incrementó pasando de 50 a 

poco más de 90%, mientras que en concentraciones bajas de glucosa, el SHAM si 

tuvo efecto, incrementando el consumo de glucosa en los tratamientos con SHAM 

y SHAM + AA. Mientras que sin agitación este mismo comportamiento se repitió, en 

ambas concentraciones, a excepción de 0.5 M, donde el SHAM disminuyo el 

consumo de glucosa de 70 % a  un 30 %, pero en el tratamiento con SHAM + AA 

supero el 90 %. En cuanto a la producción de biomasa, si bien se observaron 

diferencias estadísticas significativas (p<0.05), los rangos de producción estuvieron 

entre 5 y 10 g/L con glucosa 0.5 y 0.05 M  (Figura 11c). Para los tratamientos con  

xilosa (Figura 12), el efecto fue inverso, ya que en xilosa 0.5 M a 250 rpm, el 

consumo se vio inhibido en los tratamientos con SHAM y SHAM + AA, mientras que 

con xilosa 0.05 M el consumo se promovió, por lo cual, hay una interacción entre la 

presencia de los inhibidores y la concentración de xilosa. Este patrón fue similar en 

los tratamientos sin agitación. En el caso de la biomasa producida (Figura 12c), en 

agitación estuvo en rangos de 5 a 10 g/L y no hubo diferencias entre el tratamiento 

con SHAM y SHAM + AA. Cuando no se agitaron los cultivos, se presentó diferencia 

entre los cultivos sin SHAM y con SHAM, pasando de 3.3 a menos 1 g/L. Shi et al. 

(2002) probó la cepa sto1 -  sin el complejo de oxidación alterno en dos fuentes de 

carbono, 84 g/L de xilosa o 94 g/L de glucosa, no encontrando diferencias entre la 

cepa mutante y la cepa parental, esto es similar a los resultados encontrados hasta 

ahora. En otros reportes se señala que la respiración sensible a SHAM está activa 

durante el metabolismo de xilosa y por lo tanto, contribuye a la respiración total de 

S. stipitis (Jeppsson et al., 1995), por lo cual la supresión o inhibición de los 

componentes del complejo de oxidación alterna en S. stipitis deberían reducir la 

respiración y conducir a un incremento la producción de etanol (Shi et al., 2002). 
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7.0 Conclusiones 

La inhibición de la cadena transportadora de electrones con AA en S. stipitis tuvo 

efectos diferentes de acuerdo a la fuente de carbono: 

• S. stipitis requiere de una cadena transportadora de electrones funcional 

para metabolizar la xilosa y arabinosa. 

 

• La arabinosa es un sustrato no fermentable. 

 

• La inhibición del complejo III de la cadena respiratoria de S. stipitis 

incrementó el rendimiento de etanol en concentraciones altas de glucosa. 

 

• La inhibición del complejo III en S. stipitis dio resultados contrastantes 

cuando se empleó xilosa como fuente de carbono. 

 

• La inhibición del complejo de oxidación alterna de S. stipitis no tuvo efecto 

sobre el crecimiento de S. stipitis, pero en combinación con inhibidores de 

la cadena transportadora se incrementó el consumo de la fuente de 

carbono. 

 

• Es necesario llevar a cabo experimentos adicionales para medir el efecto de 

la inhibición del complejo de oxidación alterna sobre la producción de 

etanol, glicerol y xilitol. 
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8.0 Perspectivas 

Es necesario explorar que otros efectos tiene la adición de los inhibidores de la 

cadena transportadora de electrones y la vía de oxidación alterna presentes en S. 

stipitis. Entre los experimentos que pueden llevarse a cabo son los siguientes: 

• Estudiar el efecto de los inhibidores en el potencial de membrana en las 

células. 

 

• Medir la posible generación de especies reactivas de oxígeno y su efecto en 

los parámetros de fermentación y crecimiento. 

 

• Explorar el papel de la vía de oxidación alterna empleando arabinosa como 

fuente de carbono 

 

• Explorar el efecto de la inhibición de otros complejos de la cadena 

transportadora sobre el crecimiento y fermentación. 
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10.0 Material suplementario 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 1. Curvas de crecimiento de S. stipitis en glucosa sin AA (1Sy 2S), y con AA (3S y 4S) y xilosa sin 
AA (5S y 6 S) con AA (7S y 8S). Las cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo a 125 o 0 rpm empleando tres 

concentraciones de arabinosa, 0.5, 0.05 y 0.005M a 30 °C por 48 h. A partir de estas curvas se calcularon las velocidades 

específicas de crecimiento (). Los resultados representan la media ± SE de 5 réplicas técnicas. 
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Figura suplementaria 2. Curvas de crecimiento de S. stipitis en arabinosa sin AA (9Sy 10S), y con 

AA (11S y 12S). Las cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo a 125 o 0 rpm empleando tres 

concentraciones de arabinosa, 0.5, 0.05 y 0.005M a 30 °C por 48 h. A partir de estas curvas se 

calcularon las velocidades específicas de crecimiento (). Los resultados representan la media ± 

SE de 5 réplicas técnicas. 
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